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研究要旨：近年の食品種の多様化、世界各国からの食品の輸入量及びその安全性確保需要増加に伴

い、食品遺伝子検査の需要も増すものと考えらえる。現在の食品遺伝子検査はリアルタイム PCR が

ゴールドスタンダードになっているが、機械が高価かつ時間がかかることが問題視されていた。一

方で、遺伝子検出技術として様々な等温核酸増幅反応の有用性が報告されている。Loop-mediated 

isothermal amplification（LAMP）法や Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法は等温でかつ

数十分で反応が完了することから、定性検査法として医療分野では普及してきている。しかし、国

内の食品遺伝子検査としては検討が進んでいないのが実情である。そこで本研究は、LAMP や RPA

等の核酸等温増幅反応の現状の情報収集を行い、その中から実用的な方法を選択して、サンプリン

グから結果の解析までの流れを鑑みて食品行政に係る遺伝子試験としての適用性を評価し、試験法

として開発することを目的とする。 

本年度は、公的検査機関の遺伝子検査担当者を対象とした等温核酸増幅反応の需要調査を実施し、

核酸等温増幅反応のメリット、オンサイト検査、現在の課題に関する情報収集を行った。遺伝子組

換え食品、アレルゲン分野では、通常の検査では迅速性が必要な半面、通知試験法と同等の感度・

精度を有しなければ利用しにくいという意見が大多数であった。また、加工食品からの前処理時に

カラムが詰まる等の現行通知試験法の問題点も多数意見があり、粗抽出 DNA で適用可能な方法も

需要が見込まれた。微生物分野では、31.6％の検査員から、現行の検査法で困ることが有ると回答

を得ると共に、37.9％の検査員からマルチプレックスを用いた検査法の必要性が有ると回答を得た。

また、オンサイトでの検査需要に関しては、有ると回答した検査員は 6.3％と低い結果であった。さ

らに、微生物検査法の改善を要するものとして、病原性大腸菌、ノロウイルス、カンピロバクター

の順番で必要性が高いと感じている検査員が多いことが明らかとなった。 

とうもろこし加工食品をモデルに、粗抽出 DNA の適用性を評価したところ、リアルタイム PCR、

LAMP と比較して、RPA が最も食品マトリクスの適用範囲が広い結果が得られた。さらに、PCR が

2 時間かかるのに対し、同様の定性検査結果が 30 分未満でわかることから、DNA 簡易抽出から実施

は検査の大幅の迅速化が見込まれる。微生物検査では、RPA でのサルモネラ及びカンピロバクター

の検出を試みた。39℃、30分で RPA反応後、両菌の標的遺伝子を確認した結果、両菌共に DNA濃度

0.5 pgから 5 ngの間で、それぞれ遺伝子の増幅が確認された。さらに両菌が分離された鶏肉増菌

液を用いて、簡易的 DNA 抽出後に両遺伝子の検出を行ったところ、緩衝ペプトン水増菌液からサル

モネラ遺伝子は検出できなかったが、プレストン増菌液からカンピロバクター遺伝子は検出できた。

サルモネラに関しては、更なる検討が必要であるが、カンピロバクターでは、選択増菌培地から標

的遺伝子検出が可能であったことから、食品微生物分野に応用できる有用な手法であると考えられ

た。 

次年度以降では、ラテラルフローアッセイへの RPA の適用性を評価し、検査法開発を検討する。 
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A. 研究目的 

 世界の食品安全性検査市場は 2022 年に 211 億

米ドルと推定され、2027 年には 311 億米ドルに達

し、8.1%の年次成長率になると予測されている

（MarketsandMarkets 社報告、2022）。近年では、

「培養肉」等の新規技術で開発された食品種が増

えるとともに、世界の食品取引及び規制遵守を満

たすための安全性確保需要も増加することから、

結果的に食中毒等のリスクを低減し、かつ食品表

示不正を防止するために世界各国で食品検査の需

要が増すと考えられる。現在、国内輸入食品は全

体の 1％程度を食品検査しているが、今後、益々

輸入食品が増加することで検査率が低下し、それ

による違反食品が日本市場に出回ることが懸念さ

れ、食品の安全を損なうことが危惧される。そこ

で、輸入食品が増加しても、検査率を低下させな

いために、効率的に行える迅速簡便法を用いた検

査法の開発が必要と考えられる。 

 食品行政にかかる遺伝子検査（遺伝子組換え食

品、アレルゲン、微生物）はリアルタイム

Polymerase Chain Reaction（PCR）がゴールドスタ

ンダードになっている。その理由として、特異性

が高いことおよび高感度なことが挙げられる。し

かし、PCR はサーマルサイクラーを用いて一定温

度の多段階ステップを複数サイクル繰り返す必要

があるため、高価な機械が必要なこと及び結果を

得るまでに数時間がかかることが課題であった。

従って、今後はリアルタイム PCR と同等の特異

性・感度・精度を有しつつ、より簡便で検査速度

を向上させた試験法の開発が求められている。 

 近年、遺伝子検出技術として様々な等温核酸増

幅反応の有用性が報告されている。Loop-mediated 

isothermal amplification（LAMP）法は、60-65℃の

等温反応であり、インキュベーション時間も数十

分と短時間で済むことから、世界的にも近年の

Covid-19 検査などの感染症診断の分野で適用され

始めており、我々も LAMP 法を用いた DNA 粗抽

出法やラテラルフロー法の検討を進めている

（Takabatake et al, 2018., Narushima et al, 2020）。

Recombinase Polymerase Amplification（RPA）法は

20-45℃の反応温度でインキュベーション時間が

最短 10 分未満という利便性を備えた核酸増幅で

あり、蛍光プローブで検出する方法に加え、

CRISPR-Cas シ ス テ ム を 応 用 し た DNA 

endonuclease-targeted CRISPR trans reporter 

(DETECTR)（Chen et al, 2018）等は感染症診断分野

での高感度検査法として特に注目されている。一

般に等温核酸増幅反応では、用いる酵素類が夾雑

物に強いという特徴もあることから、DNA 抽出も

簡便な方法に代替できうる。しかしながら、食品

行政に関わる公定検査法としての検討はあまり進

んでいないのが実情である。 

 本年度は、LAMP や RPA 等の核酸等温増幅反応

を用いた遺伝子検査の需要調査を、国内食品検疫

所、地方衛生研究所及び食肉衛生検査所を対象に

実施する。需要調査の結果に基づき、粗抽出 DNA

での等温増幅反応の適用性や、微生物分野での

RPA を評価し、検査法としての有用性を評価する。 

 

B. 研究方法 

１．等温増幅反応検査需要調査 

 地方衛生研究所及び検疫所を対象とし、任意

で回答可能なアンケート型の調査を実施した。検

査項目としては、遺伝子検査実施例のある遺伝子

組換え（GM）食品検査、アレルゲン検査、自然毒

検査別に、主に下記の５つの点に関して①核酸の

抽出・精製法、②PCR との代替可能性、③オンサ

研究分担者 

中山 達哉 広島大学大学院統合生命科学研 

      究科 准教授 
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イト検査需要、④マルチプレックス検査需要、⑤

その他困りごとに関して聞き取りを行った。微生

物分野では地方衛生研究所、食肉衛生検査所及び

検疫所の合計 95 カ所を対象とし、任意で回答可能

なアンケート型の調査を実施した。検査項目とし

ては、遺伝子検査実施例のある微生物分野につい

て、①現行の検査法において困り事の有無、②マ

ルチプレックスを用いた検査需要の有無、③オン

サイト検査の需要の有無に関して調査した。 

２．試料 

 とうもろこし穀粒をミルサーで粉砕し、その粉

末試料を 14 mg 測り取り、DNA 抽出用試料とし

た。とうもろこし加工食品モデルとして、市販の

コーングリッツ３種およびスナック菓子２種を購

入した。 

RPA 法による菌の検出として、市販鶏肉から分

離されたサルモネラ（Salmonella enterica）及びカ

ンピロバクター（Campylobacter jejuni）を使用した。

また、東広島市で購入した市販鶏肉から、サルモ

ネラ及びカンピロバクターを分離し、分離された

鶏肉増菌液（サルモネラでは緩衝ペプトン水

（BPW）、カンピロバクターではプレストン液体

培地）をそれぞれ 1 袋使用して、サルモネラ及び

カンピロバクターの遺伝子検出を行った。 

３．DNA 簡易抽出法 

（とうもろこし試料） 

GenCheck® DNA Extraction Reagent（FASMAC 社）

を用い、取扱説明書通りに実施した。試料に

GenCheck® DNA Extraction Reagentを 140 μL 加え、

ボルテックスで攪拌後、100℃で 10 分間加熱後、

氷上で 1 分間冷却し、15,000×g、1 分間遠心後、

上清を DNA 抽出液試料とした。 

Template Prepper for DNA（ニッポンジーン社）を

用い、取扱説明書通りに実施した。Template 

Prepper A 液を 70 μL 加えた後、室温で 5 分懸濁

し、Template Prepper B 液を 70 μL 加え、100℃で 5

分間加熱した。その後、氷上で 2分間冷却し、15,000

×g、5 分間遠心後、上清を DNA 抽出液試料とし

た。 

既報（Narushima et al, 2020）に従い、アルカリ試

薬（25 mM NaOH、0.2 mM EDTA）を 70 μL 加え、

10 秒間ボルテックスで攪拌後、中和試薬（40 mM 

Tris-HCl, pH 5.0）を 70 μL 加え、軽く攪拌後 1 分

間静置した。100℃で加熱 1 分間の有無、静置（氷

上、常温）1 分後、15,000×g、1 分間遠心し、上清

を DNA 抽出液試料とした。 

（微生物） 

カンピロバクターは CHROMagar Campylobacter、

サルモネラは Nutrient agar 培地で前培養を行った

後、カンピロバクターは 42℃、サルモネラは 37℃

でそれぞれ48及び24時間培養後、白金耳により、

菌塊を採取し、TE バッファーに懸濁した。懸濁し

た菌液は 95℃、10 分加熱した。その後、11,000g、

10 分間で遠心し、上清を採取した。採取した上清

は DNA 結合蛍光測定 QuantiFluor（Promega）によ

って DNA 量を測定した。 

 

４．核酸等温増幅反応 

RPA 法 

昨年度検討したとうもろこし内在性遺伝子スター

チ合成酵素Ⅱb（SSⅡb）RPA 用プライマー及びプロ

ーブを用いた。TwistAmp exo（TwistDx 社）に含ま

れる試薬を用い、下記の通りに反応溶液を調製し

た。 

Rehydration Buffer  29.6 μL 

MQ   9.2 μL 

Primer-F (10 μM)  2.0 μL（400 nM） 

Primer-R (10 μM)  2.0 μL（400 nM） 

Exo probe (10 μM)  0.8 μL（250 nM） 

上記組成で PCR チューブ内に調製・混和し、2 個

のPCRチューブにそれぞれ21,8 μLずつ分注した。 

分注した各チューブに DNA 抽出液を 2.0 μL 加え

た後、蓋に MgOAc (280 mM) 1.2 μL を滴下し、遠

心で落とすことで混合し、反応を開始した。等温

増幅蛍光測定装置 GeneLyzer FⅢ（Canon メディカ
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ルシステムズ社）を用いて 37℃で 30分間保温し、

蛍光シグナルをリアルタイムで検出した。 

 

RPA 法におけるサルモネラ及びカンピロバクタ

ー検出 

RPA 法に用いるプライマーはサルモネラ及び

カンピロバクターとも論文報告のある RPA 用プ

ライマーを用いた。サルモネラは 188bp 増幅を可

能とする invA/E 遺伝子を標的にしたもの、カンピ

ロバクターは 254bp 増幅を可能とする hipO 遺伝

子を標的するものをデザインした。また、サルモ

ネラ及びカンピロバクターの DNA 量は、1 ng/µL

から 0.001 pg/µL まで希釈系列を作製し、DNA テ

ンプレートとして使用した。さらに、TwistAmp exo

（TwistDx 社）に含まれる試薬を用い、反応溶液

を下記の通りに調製した。 

Primer free rehydration buffer     14.8 μL 

Super-purified Water             8.2 μL 

Primer-F (10 μM)               1.2 μL 

Primer-R (10 μM)               1.2 μL 

280mM MgOAC               1.25 μL 

上記組成で PCR チューブ内において十分にピペ

ッティングした後、DNA テンプレートを 5 μL 加

え、反応を開始した。39℃、30 分反応後に、10 µL

の反応液をアガロースゲル 1.5％に滴下し、電気泳

動を行った。電気泳動後に、増幅遺伝子を確認し

た。本実験は、1 検体あたり 3 回繰り返して実験

を行った。 

RPA 法における鶏肉増菌培養液からのサルモネ

ラ及びカンピロバクター検出 

市販鶏肉 25 g を BPW225 mL に混合し、ストマ

ッカー処理後に 37℃、24 時間培養し、その後 4℃

で約 1 週間保管した増菌培養液をサルモネラ検出

に使用した。一方、ストマッカー処理後に 1 mL を

プレストン培地 9 mL に滴下し、42℃、48 時間培

養した後、4℃で約 1 週間保管した培養液をカンピ

ロバクター検出に使用した。それぞれの増菌培養

液は、4℃で保管される前に、サルモネラは BPW

増菌培地から Rappaport-Vassiliadis 液体培地、さら

に CHROMagar Salmonella 寒天培地に塗抹され、

サルモネラが分離されたもの。カンピロバクター

は プ レ ス ト ン 増 菌 培 地 か ら CHROMagar 

Campylobacter 寒天培地に塗抹され、カンピロバク

ターが分離されたものを、それぞれ 1 袋使用した。 

それぞれの増菌培養液を 1 mL 採取し 95℃、10 分

で煮沸法による DNA 簡易抽出をし、11,000g、10

分間遠心後、上清を採取した。前述した RPA 法に

よるサルモネラ及びカンピロバクター検出と同様

条件、39℃、30 分にて RPA 反応を行った。反応

後、10 µL をアガロースゲル 1.5％に滴下し、電気

泳動を行い、増幅遺伝子を確認した。本実験は、

1 検体あたり 2 回繰り返して実験を行った。 

 

LAMP 法 

とうもろこしの内在性遺伝子 SSⅡb 用プライマー

は、PrimerExplorer（栄研化学社）を用いて作成さ

れた。ポリメラーゼはニッポンジーン社製の

LAMP MASTER を用い、下記の通りに反応溶液を

調製した。 

・10×LAMP プライマーMix 

50 μM FIP  31 μL (16 μM) 

50 μM BIP  31 µL (16 μM) 

50 μM F3   4 µL (2 µM) 

50 μM B3  4 µL (2 µM) 

50 μM LoopP F  16 µL  (8 µM) 

50 μM LoopP B  16 µL (8 µM) 

1M Tris-HCl(pH8.0) 1 µL (10 mM) 

1M DTT   1 µL  (1 mM) 

Total   100 μL 

・反応溶液調製（1 ウェル当たり） 

DNA 抽出液   2 µL   

2×LAMP MASTER  12.5 μL  

10×LAMP プライマーMix   2.5 μL  

10×インターカレータ Mix   2.5 μL  

MQ     5.5 μL  

Total     25 μL  
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反応は等温増幅蛍光測定装置 GeneLyzer FⅢを用

いて 65℃で 30 分間保温し、蛍光シグナルをリア

ルタイムで検出した。融解曲線分析では、１秒当

たり 0.05℃のスピードで 98℃から 80℃まで温度

を下降させ、蛍光シグナルデータを取得した。 

 

リアルタイム PCR 法 

とうもろこしの内在性遺伝子 SSⅡb 用プライマー

は消費者庁通知試験法「安全性審査済みの遺伝子

組換え食品の検査方法」で採用されているものを

用いた。 

・反応溶液調製（1 ウェル当たり） 

FastStartProbeMaster  12.5 μL 

Primer-F (50 μM)  0.4 μL（800 nM） 

Primer-R (50 μM)  0.4 μL（800 nM） 

Probe (10 μM)  0.25 μL（100 nM） 

DNA 抽出液   2 μL 

MQ     9.45 μL  

Total     25 μL  

反応では 50℃2 分、95℃10 分で加熱後、95℃30 秒

→59℃1 分のサイクルを 45 サイクル繰り返した。

PCR は LightCycler480（ロシュ・ダイアグノステ

ィックス社）を用いて実施し、蛍光シグナルをリ

アルタイムで検出した。 

 

C. 研究結果 

１．等温増幅反応検査需要調査(GM 食品・アレル

ゲン） 

GM 食品とアレルゲンの検査は、試料サンプリン

グから DNA を抽出する行程が共通する部分が多

いため、同項で述べる。地方衛研からは、GM 食

品 31 機関（回答 35 件）、アレルゲン 32 機関（回

答 43 件）からの回答を得た。検疫所からは GM 食

品 2 機関（回答 4 件）からの回答を得た。以上を

合算して集計した。 

DNA抽出法に対する不便さを訴える回答がGM

検査担当からは 46％、アレルゲン担当からは 40％

に上った。特に意見が多かったのは、現在の公定

法に収載されているカラムを用いた DNA 抽出法

に関するもので、加工食品等に適用した際にカラ

ムが詰まってしまい時間がかかり作業が煩雑にな

る点であった。また、コストがかかる点も問題点

として挙げられた。 

20 分前後で反応が終了する核酸等温増幅反応

による地方衛研の業務改善可能性に関しては、「改

善される」と回答されたのは 40％に留まり、「不

明」あるいは「改善されない」と回答されたのは

60％に上った。核酸等温増幅反応の試験導入に関

する意見を表にまとめた。迅速性は有用とされる

半面、PCR の反応時間（2 時間）は別作業に時間

を取れること、迅速性よりも正確性が問われるた

め PCR と同等の感度・特異性を有するか現時点で

不明なこと、装置・実施経験が無く判断ができな

いこと等が「不明」または「改善されない」とい

う回答が多い原因として挙げられた。また、新し

く標準手順書を作成する手間がある等の新技術導

入への抵抗を示す回答も見られた。迅速な点での

メリットが想定されても、その他の懸念点が払拭

されない限りは総合的に見た場合のデメリットが

大きいと考えられるようである。地方衛研や検疫

所では公定法に準じた業務を実施することから、

感度、精度の観点で公定法との同等性が担保され

ない場合は導入メリットが低いとされる傾向にあ

った。 

オンサイト需要に関しては、地方衛研の業務で

は「需要無し」あるいは「わからない」と回答し

た割合が 94％に上った。一部の意見で、保健所と

の連携業務では嘔吐物や加工食品からのアレルゲ

ンのオンサイト検査や、製造業者の自主点検や収

去前の簡易検査等のニーズは有りうると回答され

た。 

マルチプレックス検査の需要に関しては、28％

の回答者から需要があり、その内約はアレルゲン

検査の特定原材料 8 種の同時検査需要が高く、6

割に上り、続いて GM 大豆検査、GM バレイショ

検査と続いた。 
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困っていることの有無を問うアンケートでは、

困っていることがあると答えた回答は全体の

54％に上った。加工度の高い食品に対する適切な

前処理法が確立されていない点や、キットや試薬

の高騰が主な問題として挙げられた。地方衛研で

は、理化学分析の中でも遺伝子検査の割合が低い

ところもあり、技術習得やその継承、および予算

確保に関する問題点も確認された。また、検査法

の通知されたタイミングにより、従来 PCR からリ

アルタイム PCR、核酸クロマト技術まで試験項目

によって、技術的な差が見られ、DNA 抽出キット、

PCR 試薬等も統一されていない点で指摘があり、

全体の通知試験法のバランスを考慮した見直しの

必要性について問われた。 

 

２．等温増幅反応検査需要調査（自然毒） 

地方衛研からは 24 機関（回答 28 件）からの回

答を得た。 

自然毒の遺伝子検査では国で定める公定法が存

在しないため、各地方衛生研究所が各地域の需要

に応じて検査を実施している。DNA 抽出に対する

不便さは 43%を占めた。オンサイト検査需要に関

しては「需要あり」と回答したのは 14％であった。

検査対象が地域特有なことも特徴的であり、ツキ

ヨタケ、トリカブト、ホンシメジ等が挙げられた。

マルチプレックス検査の需要に関しては「需要あ

り」と回答したのは 18％に留まり、「無し」と回

答されたのは 60％弱に上った。またその検査対象

もクワイズモ等の地域特有な植物が挙げられた。

国立医薬品食品衛生研究所生化学部の公開してい

る 植 物 性 自 然 毒 デ ー タ ベ ー ス MushPlant

（https://mushplant.go.jp/）の存在を知っていると回

答したのは全体の 54％であった。自然毒データベ

ースへの意見として、各種データの拡充が挙げら

れた。 

 

３．等温増幅反応検査需要調査（その他） 

 上記に挙げられた検査対象として、寄生虫、フ

グ等の有毒魚の判別等も実施されているが、デー

タ処理の煩雑さから同定までが困難という意見が

見られた。 

 

４．その他要望について 

GM 食品、アレルゲン、自然毒の遺伝子検査に

関する総合的な要望を表に示した。遺伝子検査も

検査頻度が低いことから、技術研修会の要望が意

外に多いことがわかる。また、通知試験法に関す

る情報開示や改善要望が多かった。核酸等温増幅

反応のような簡易方法の開発要望も含まれていた。 

 

５．等温増幅反応検査需要調査（微生物） 

全 95 施設から回答を得た結果、現行の検査法で

困ることが有ると答えた割合は 31.6％（30/95）で

あることが判明し、困ることとして、「検査法が

煩雑である」「検査結果まで時間が要する」とい

ったことが多かった。マルチプレックスを用いた

検査需要に関しては、37.9%（36/95）で需要が有る

と答えており、具体的な内容として、病原性大腸

菌、カンピロバクター、ノロウイルスの分類に使

えるものを希望するものが多かった。さらに、オ

ンサイトでの検査需要に関しては、6.3%（6/95）で

需要有りと回答を得た。特に、地方衛生研究所の

検査員からは需要は低い結果であった。さらに、

現行の微生物検査法において、改善を望むものと

して、病原性大腸菌が最も多く、次いでノロウイ

ルス、カンピロバクターの順であった。 

病原性大腸菌では、病原性大腸菌の同定方法、O 血

清の分類方法、シガ毒素及び病原因子の検出方法

に関する改善を望む回答が多く得られた。また、

ノロウイルス及びカンピロバクターでは、同定と

型別（ノロウイルスでは G1、GI2、カンピロバク

ターではCampylobacter jejuniかCampylobacter coli）

に関する要望が多かった。 

 

https://mushplant.go.jp/
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６．RPA 法、LAMP 法、リアルタイム PCR の簡

易 DNA 抽出法を用いた溶出液での比較 

今回、現在の遺伝子検査で最も利用されているリ

アルタイム PCR と核酸等温増幅反応の LAMP 及

び RPA によって、粗抽出 DNA からの検出に関し

て、とうもろこし及びその加工食品を用いて検討

した。 

・とうもろこし粉末を試料とした場合 

RPA 法では、GenCheck 法で２回抽出した DNA 液

の一回と陰性コントロールとして用いた超純水で

は増幅が確認されなかったが、その他のサンプル

からは、反応開始から 10～16 分間で増幅が確認さ

れた。 

LAMP 法では、市販の簡易抽出試薬２種類を用

いて抽出された DNA はいずれも反応開始 11～12

分台で増幅が確認された。蛍光強度は RPA より強

い傾向であった。一方で、既報の方法を用いた場

合は、早い時間では増幅が確認されなかったが、

加熱無しの場合で 20 分後に増幅曲線の立ち上が

りが確認された。 

リアルタイム PCR 法では、超純水と成島らの方

法を用いた場合は増幅が確認されなかったが、市

販の簡易抽出試薬２種類を用いて抽出された

DNA では、Cq 値 25～28 で増幅が確認された。 

・コーングリッツを試料とした場合 

コーングリッツは乾燥させたとうもろこしの皮

と胚芽を取り除いた胚乳部分のみを粒状に粉砕し

たものである。油などを用いた調理による加工で

ないことから加工度は低い加工食品のモデルとし

て用いた。 

RPA法では、全３製品でGenCheck及びTemplate 

Prepper を用いて抽出された DNA 溶液からは 10

～12 分で増幅が確認された。既報の方法では熱処

理を行わない方法を用いて抽出された DNA 溶液

からは 12～16 分で増幅が確認された。 

LAMP 法では、全３製品で GenCheck 及び

Template Prepper を用いて抽出されたDNA溶液か

らは 11～13 分で増幅が確認されたが、既報の方法

（熱処理を行わない）を用いて抽出されたDNA溶

液からは増幅が確認されなかった。 

 リアルタイム PCR では、LAMP 法同様に、全３

製品で GenCheck 及び Template Prepper を用いて

抽出された DNA 溶液からは Cq 値 27～30 で増幅

が確認されたが、既報の方法（熱処理を行わない）

を用いて抽出された DNA 溶液からは増幅が確認

されなかった。 

 

・スナック菓子を試料とした場合 

スナック菓子は食用油で揚げられており、加工

度が高いとうもろこし加工食品モデルとして用い

た。 

RPA 法では、スナック菓子 A では全ての DNA

抽出法で増幅が確認され、GenCheck を用いて抽

出された DNA 溶液からは 15 分後、既報の方法

（熱処理を行わない）を用いて抽出されたDNA溶

液からは 16 分後、Template Prepper を用いて抽出

された DNA 溶液からは 20 分以降に増幅が確認さ

れた。一方、スナック菓子 B からは全ての抽出法

で増幅が確認されなかった。 

LAMP 法では、RPA 法同様にスナック菓子 A では

全てのDNA抽出法で得られたDNA溶液から増幅

が確認され（13～18 分後）たが、スナック菓子 B

からは全ての抽出法で増幅が確認されなかった。 

リアルタイム PCR では、スナック菓子 A では

GenCheckを用いて抽出されたDNA溶液からはCq

値 31 台、既報の方法（熱処理を行わない）を用い

て抽出された DNA 溶液からは Cq 値 33 台の増幅

が確認されたが、Template Prepper を用いて抽出さ

れた DNA 溶液からは増幅が確認されなかった。

スナック菓子Bからは全ての抽出法で増幅が確認

されなかった。 

 

７．RPA 法による微生物の検出 

・サルモネラ及びカンピロバクター 

本研究では、なるべく安価で簡易的な方法とし

て、煮沸法による DNA 抽出を試みた。サルモネラ
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及びカンピロバクター菌体からは白金耳 1 μL の

１ループの大きさほどを懸濁し、DNA 抽出に用い

たが、この菌体量で検査に必要量な DNA 量 1 

ng/µL から 10 ng/µL が抽出できた。RPA 法による、

両菌の検出感度を明らかにするために、両菌とも

に、DNA 量 5 ng から 0.005 pg の間で RPA 反応を

行い、標的遺伝子の増幅を確認した結果、両菌共

に、5 ng から 0.5 pg の間で、標的遺伝子の増幅を

確認することができた。 

 

・鶏肉増菌培養液 

サルモネラもしくはカンピロバクターが分離さ

れた鶏肉増菌液 1 mL を用いて、そのまま煮沸法

によって、DNA を抽出した。抽出後 RPA 反応を

行い、両菌の遺伝子を確認した結果、BPW 増菌液

を用いたサルモネラでは、サルモネラ遺伝子は検

出されなかった。一方、プレストン増菌液を用い

たカンピロバクターでは、カンピロバクター遺伝

子は検出された。 

 

D. 考察 

1． 核酸等温増幅反応需要調査 

DNA 抽出について 

DNA 抽出に関して、各検査機関で困っていると

ころが多く、特に公定法で記載されているキット

類では加工食品への適用性が低い点で問題視され

ている点が多くみられた。加工食品では PCR の阻

害物質やキットのカラムが詰まってしまう要因と

もなる油などの不純物が多く含まれるため、より

正確な DNA 抽出法の開発が期待されている。現

在検討を進める核酸等温増幅反応で用いられる

Bacillus stearothermophilus や Bacillus subtilis ファ

ージ phi29(φ29)由来の鎖置換活性を有する DNA

ポリメラーゼは夾雑物に強いことが知られており、

粗抽出 DNA を用いた増幅では従来の PCR による

増幅より利点があり、核酸等温増幅法を導入する

ことで時間短縮が見込める可能性がある。 

 

核酸等温増幅反応に対する期待 

 40％以上の業務が改善されるとした回答者が核

酸等温増幅反応に期待するのは多くの場合は迅速

性であった。しかし、地方衛研などの担当者で未

経験な場合や、感度、精度がまだ明らかになって

いない点で導入メリットはわからないと判断され

ることが多かった。地方衛研では PCR の反応時間

は、別の作業に充てられることから、そこまで迅

速性の需要が無いことや、別試験を行うとなれば

新たに標準手順書を作成する労力が新たに発生す

ること等、新しい手法に対する不安等も障壁とな

っていると考えられた。核酸等温増幅反応を実際

の試験で使われるようにするには、PCR との性能

比較データを示し、同等性を確認することやその

手順書を示す必要があると考えられた。 

 

オンサイト検査需要 

 地方衛研や検疫所の検査では GM 食品やアレル

ゲンのオンサイト検査の需要がほとんどないこと

がわかった。一部保健所と連携している部署では

需要があるが、オンサイト検査が必要な場所等を

再度検討する必要がある。例えば事業所での自主

検査等まで利用者を拡大する場合は需要があるか

もしれない。一方、地方によっては、自然毒に関

するオンサイト検査需要が見られたことから、ト

リカブトやツキヨタケ等の有毒植物やキノコの検

査法開発は有用と考えられる。近年の厚生労働科

学研究「我が国で優先すべき生物学的ハザードの

特定と管理措置に関する研究」（平成 28～29 年度）

及び「植物性自然毒による食中毒対策の基盤整備

のための研究」（平成 30 年～令和 2 年度）では、

ツキヨタケ、クワウラベニタケ、スイセン、バイ

ケイソウ、イヌサフラン、チョウセンアサガオ及

びトリカブトに関してはLAMP法が既に開発され

ていることから、これらを応用することで実現す

ることが期待される。 

 

マルチプレックス検査需要 
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現在、公定法では遺伝子のマルチプレックス試

験を採用しているものは少ない。それを加味して、

需要調査を行ったところ、アレルゲンとして挙げ

られる特定原材料 8 品目及び GM 大豆の 3 標的、

GM とうもろこし 2 標的、キノコなどの有毒植物

の一斉検査が挙げられた。また、地方ではクワイ

ズモ等の食中毒事例が多いものも需要がある。し

かし、PCR としても 8 品目同時は世界的に見ても

例がなく、多くても 4 標的までであることから、

まずは 2 標的から確認していく必要があると考え

られる。 

 

植物性自然毒データベースに関して 

2024 年 2 月に植物性自然毒データべース

MsuhPlant はアップデートされた。しかし、まだ知

らない試験機関が半分以上と多く、プライマーの

情報等も少ないことから、今後の周知活動や、開

発された検査法の収載等、定期的なアップデート

も必要である。 

 

その他 

有毒魚の種判別法に関しても、標的配列の相同性

解析のみでは困難な場合があることから、今後よ

り精度の高い検査法へと改良する必要性がある。 

 今回の調査で、一部の地方衛研等の理化学を専

門とした検査者であっても、遺伝子検査の実施件

数が少ないことから、分析技術習得、手技伝達や

試薬在庫管理の点で多くの悩みを抱えていること

が判明し、遺伝子検査技術研修会等も要望が多か

った。また、通知試験法内に収載される検査技術

バランスの悪化等、過去に収載された試験法が近

況を鑑みたアップデートがなされず放置されてい

ることに対する不満等もみられた。公定法として

も他の化学物質分析と異なり、遺伝子検査の場合

は試薬・機器等が指定されているケースが多いこ

とから、疑問に思われているようであった。しか

し、PCR は使用するポリメラーゼによって、結果

が異なることもあり、頑健性を担保することは難

しいため、暫くはこの現行の体制が続くのではな

いかと見られる。 

今回のアンケート調査対象には公的な機関のみ

の需要調査になったが、民間の事業所に需要調査

を行うと利便性について違った所見が得られてい

たかもしれない。公的機関では基本的には通知試

験法を採用し、事前に立てた計画に基づいて検査

を実施していることから、突発的な対応として核

酸等温増幅反応の迅速性が活きる場面が少ないよ

うにも考えられた。 

 

微生物 

約 3 割の検査員において、現行の検査法につい

て困ることが有ると答えているが、特に、培養に

よる検査法は、微生物の種類によって、それぞれ

培地や条件が違うこと、さらに、培養法に加えて、

遺伝子検査もあることから煩雑で有るとしている。

また、特に微生物の分離培養では、培養時間に 48

時間必要とする検査もあるために、困難と感じる

要因になっている。マルチプレックスを用いた検

査需要に関しては、一度の検査で多検出を可能と

することから、検査量の減少につながり、多くの

検査員から望まれていることが容易に理解できた。

また、オンサイト需要に関しては、地方衛生研究

所では、オンサイト需要は非常に低い結果であっ

た。これは研究環境が整っているために、需要が

低いと思われる。一方で食肉検査所や検疫所では、

ある程度のオンサイト需要の支持があった。この

ことからも、検査所・研究所の置かれている立場・

環境によって、オンサイト需要も違うということ

が判明した。 

現行の微生物検査法について、改善を望むもの

として、病原性大腸菌への要望が多かった。現行

の検査法では、他の微生物と比較しても病原性大

腸菌は検査事項（菌株同定、O 血清型、病原毒素

や因子等）が多いために、必要以上に労力を費や

す傾向であることから、要望が多いと考えられる。

また、ノロウイルス・カンピロバクターでは、同
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定と型別に関する要望が多く、これらの微生物に

おける検査法に関しては、今後、妥当性の有る簡

易検査法の構築が必要な分野であると考えられる。 

 

２．DNA 簡易抽出法を用いた検出 

 とうもろこし粉末から簡易抽出法により得た

DNA を標的に検出を試みたところ、既報の方法に

よって抽出された DNA 溶液において、リアルタ

イム PCR、LAMP では検出できなったが、RPA で

は検出された。また、コーングリッツでは、加熱

を行わない既報の方法では RPA でのみ増幅が確

認された。スナック菓子では、２つの製品のうち、

１つの製品ではどの方法でも検出されなかったが、

もう 1 つの製品で RPA、LAMP では 3 種類の簡易

抽出法全てで、リアルタイム PCR では GenCheck

と既報の方法で増幅が確認された。これらの結果

より、RPA が食品マトリクスに最も強い核酸等温

増幅系であること示唆された。しかし、RPA は蛍

光シグナルの強度が LAMP やリアルタイム PCR

より弱かったことから、検出方法に関しては今後

の検討課題といえる。 

 加工度の低い食品であれば、市販の粗抽出 DNA

試薬を用いて従来法でも検出可能であったが、

PCR の 2 時間と比較すると、LAMP や RPA を用

いて 30 分弱で検査結果が判明することから、核酸

等温増幅反応の迅速性に関する有用性も確認され

た。 

３．RPA 法における菌体及び増菌培養液からの菌

体検出 

菌体を用いた検出では、サルモネラ及びカンピ

ロバクターともに DNA 量 0.5 pg から 5 ng の範囲

で検出が可能であった。また、鶏肉増菌培養液を

用いた結果、今回、サルモネラでは一次増菌液で

検査を行ったが、不検出であった。この結果から、

選択増菌液である二次増菌液を使用すれば、検出

は可能となった可能性が考えられる。しかしなが

ら、需要調査結果からも検査法の煩雑は望まれて

いないことからも、来年度、プライマーの改良に

よって、一次増菌液からサルモネラ検出を可能に

したいと考えている。また、カンピロバクターに

関しては、選択増菌液であるプレストン培地で検

出できたことから、増菌培養を経ればカンピロバ

クターの検査は十分に可能であることが判明した。

今後の課題として、独自プライマー設計と組み合

わ せ に よ っ て 、 Campylobacter jejuni と

Campylobacter coli の判別を可能にしたいと考えて

いる。 

 

E. 結論 

核酸等温増幅反応の需要調査では、公的機関を

対象に行ったことから、通知試験法に対する問題

点を確認することができた。核酸等温増幅反応の

迅速性の観点から需要は高いことが伺えたが、従

来法と同等であることを示すことができない限り

は、公的機関での導入は難しいとも考えられた。

オンサイト検査、マルチプレックス化はポイント

によっては需要があるため、本研究で今後性能及

びその有効性を示していくことが重要である。 

粗抽出 DNA 溶液の適用性については、市販の

簡易抽出試薬と核酸等温増幅反応を組み合わせて

PCR と比べて RPA 及び LAMP は迅速に結果が得

られることが実証された。さらに RPA は食品マト

リクスへの適用範囲が広いことが示唆された。次

年度はラテラルフロー法への適用性を評価する予

定である。 

微生物検査に関して、地方衛生研究所、食品衛

生検査所及び検疫所における需要調査の結果では、

①約 32％の検査員が現行の検査法に困る事が有

る、②約 38％の検査員からマルチプレックス検査

に需要が有る、そして、③約 6.5%の検査員で検査

法のオンサイト需要が有ると回答を得た。さらに、

病原性大腸菌、ノロウイルス、カンピロバクター

の検査法に関して、改善を望む検査員が多いこと

が明らかとなった。これらの要望は、今後の微生

物試験法を改善するための有用なデータに成り得

るものである。 
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 また、既報をもとに、RPA 法において、サルモ

ネラ及びカンピロバクターを検出した結果、両菌

とも DNA 量 0.5 pg から 5 ng で検出が可能であっ

た。さらに、鶏肉増菌液から両菌を検出した結果、

BPW 増菌液からサルモネラは不検出であったが、

プレストン増菌液からカンピロバクターは検出さ

れたことから、本結果から、RPA 法を用いた今後

の検査法への応用が期待された。 

 

F. 健康危険情報 

該当なし 

 

G. 研究発表・業績 
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nucleic acid amplification techniques. J 

Microorganism Control, 2023; 28(4):145-152. 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 

 

 

 

 


